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НЕ Ка. 7 К mariner 转 座 子 的 初步 研究 
в, Rab, Ee. das A 


《南京 农业 大 学 昆虫 学 系 ， 南 京 210095) 


摘要 : REER EER Drosophila mauritania 的 mariner 转 座 子 序列 设计 简 并 引物 ， 以 白 背 飞 乔 
Sogatella furcifera ЖОҚ. V Laodelphas ягішейш 基因 组 DNA 为 模板 ， 通 过 PCR 反应 扩 增 出 了 约 500 bp 
的 条 带 ， 经 回收 、 克 隆 、 测 序 ， 获 得 其 核 苷 酸 序 列 ， 与 毛里 塔 尼 亚 果 蝇 mariner АА, BER 
同 源 性 均 为 71.3%， 和 氨基 酸 同 源 性 分 别 为 69.5% 58 7295, EHAE KAMAR KAH PI Ef SE TE TE 


mariner 转 座 子 。 
98 8]: mariner; #07: AE KE; RKA 
中 图 分 类 号 : 0066 文献 标识 码 : А 文章 编号 : 0454-6296 (2001) 04-0402-06 


20 世纪 50 年 代 初 期 ， 美 国 著名 植物 育种 学 家 MeClintock 通过 对 玉米 籽 色 斑 的 遗传 研究 ， 
首先 发 现 了 能 在 基因 组 内 移动 的 控制 成 分 (controlling element)。 这 种 可 转移 的 成 分 ， 现 在 一 
般 称 为 转 座 子 《transposon》。 目 前 ， 人 们 对 转 座 子 的 利用 主要 集中 在 两 个 方面 : 一 是 用 于 分 离 
基因 ， 利 用 转 座 子 来 分 离 基 因 的 技术 称 为 转 座 子 标签 法 (transposon tagging); 二 是 作为 一 种 转 
基因 载体 ， 广 泛 用 于 转基因 植物 或 动物 的 研究 1 。 

Mariner 转 座 子 是 一 类 由 DNA 介 导 的 转 座 子 ， 其 末端 为 一 小 段 反 回 重复 序列 ， 全 长 约 
1300 bp， 编 码 346 个 氨基 酸 。Mariner 转 座 子 首先 在 一 种 毛里 塔 尼 亚 果 晶 Drosophila mauritania 
中 发 现 。 现 在 人 们 已 在 昆虫 岗 的 鳞 翅 目 、 双 怒 目 、 鞘 翅 目 、 革 翅 目 、 继 尾 目 、 蚤 目 等 中 发 
现 了 mariner FEF, Oosuml 等 在 人 类 基因 组 中 也 鉴定 出 了 两 类 mariner 转 座 子 。Robe- 
rtson 发 现 mariner 转 座 子 不 仅 可 以 在 前 后 代 中 遗传 ， 而 且 可 以 在 不 同 种 的 昆虫 中 水 平 转移 。 
Mariner 转 座 子 具有 一 个 开放 阅读 框 ， 意 味 着 它 可 以 携带 可 转移 的 功能 因子 。 因 此 ， 对 于 非 果 
蝇 属 的 其 它 昆 由 ， 甚 至 一 些 节 肢 动物 来 说 ，mariner 转 座 子 将 是 一 种 非常 优秀 的 转基因 载体 5 。 
Mariner 转 座 子 在 昆虫 中 不 仅 具 有 非常 广泛 的 分 布 ， 而 且 其 同 源 性 也 很 高 ， 与 毛里 塔 尼 亚 果 量 
的 mariner 碱 基 序 列 相 比 ， 土 栖 熊 蜂 Bombus terrestris 148 21 04 Myrmica ruginodis 的 相似 性 高 达 
75%, БЕЛИНЖОСФЗЖ Hyalophora cecropia 为 48%", RÆ Bombyx mori 为 34% 51, 

鉴于 mariner 转 座 子 在 昆虫 中 广泛 分 布 ， 作 者 利用 PCR ARRE Т НИЯ KA Sogatella furci- 
feras 25 XE Laodelphax striatellus 中 的 部 分 mariner 转 座 子 序列 ， 并 分 析 了 它们 与 毛里 塔 尼 亚 果 
HE mariner 转 座 子 的 同 源 性 ， 和 希望 能 为 《 乱 刀 至 其 它 昆虫 的 转基因 研究 提供 一 些 帮 助 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

1999 年 9 月 从 南京 农业 大 学 江浦 实验 农场 采集 白 背 飞 乔 和 灰 飞 重 成 忠 ， 带 回 室内 扩大 繁 
殖 ， 成 虫 期 取样 。 
1.2 基因 组 DNA 提取 

参照 杨 效 文中 和 王 智 ' 趾 的 方法 ， 略 作 改 进 。 实 验 步 又 如 下 : CD Rio КАЛВ, MA 
1 mL 65% 预 热 的 提取 缓 神 液 (1% SDS、50 mmol/L Tris-HCl pH8.0、25 mmol/L NaCl. 25 mmol/L 
EDTA) P, ЖАУ А 65 ЖҰЗ 45 min; (2) JMA 1110 体 积 3 mol/L МаАс CpH 5.2)， 冰 浴 1 
h: (32 4'C. 10 000 x g 离心 10 min， 取 上 清 液 ， 加 入 等 体积 的 棒 / 毛 仿 (On: WE: (4) 
4%, 10000х g 离心 5 min， 取 上 层 水 相 ， 加 入 2 倍 体积 冰冷 的 无 水 乙醇 ，- 20 和 放置 30 тіп, 
可 见 白色 妹 状 DNA 沉 深 ; (5) НЭ АЈ К DNA 沉淀 ,于 70% 乙醇 中 漂洗 ; (60 倒 去 
70% 乙醇 ， 待 DNA 沉淀 干燥 后 ， 加 入 30 ~ 50 uL TE (E 20 pgLRNA 酶 )，-20% 保 存 备 用 。 
1.3 引物 

参照 Robertson i& E (83091427: 

MARI24F $5'-TGGGTNCCNCAYGARYT-3' 《17-mer ， 简 并 度 : 128) 

MAR276R 5'-GGNGCNARRTCNGGNSWRTA-3' 《20-mer， 简 并 度 : 4096) 

Y=C 或 T; R=A 或 G; S=C 或 G; W=A 或 T; N=A、C、G 或 T。 
1.4 РСК 

扩 增 反应 的 总 体积 为 50 ы, APE 0.2 mmol/L dNTP，3.0 mmol/L MgCl，10 倍 缓冲 液 
(10 mmol/L Tris-HCl pH 9.0, 50 mmol/L KCl; 0.1% Triton? Х-100), 0.8 umol/L 引物 ，8 ng DNA: 
0.4 U Тад DNA RARS (Promega 公司 )，30 uL 石蜡 油 。 扩 增 反应 在 PCR 扩 增 仪 CHYBAID PCR 
Express) 上 进行 。 反 应 参数 设置 为 : 94% 先 变性 3 min， 然 后 94% 1 тіп, 55C 1 шіп, 72 
1 min， 共 35 个 循环 ， 随 后 72% 延 伸 10 min。 反 应 结束 后 ， 取 10 uL 样 用 2% ЭЛЕЕ ЕДЕ 
瀛 ， 电 压 降 为 5 Viem。 电 泳 1 bh 后 EB 染色 ， 紫 外 照射 下 拍照 。 
1.5 PCR 产物 的 回收 与 纯化 

PCR 产物 用 2% 低迷 点 琼脂 糖 凝 胶 电 瀛 ， 切 下 目的 片段 ， 参 照 Wizard* PCR Preps DNA 纯 
化 系统 (Promega) 试剂 盒 的 推荐 步骤 进行 回收 和 纯化 。 
1.6 PCR 产物 克隆 

жЕЗМЕ ы 的 方法 ， 制 备 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 感受 态 细胞 。 将 10 ng PCR 产 
物 连接 入 рСЕМ? -T Easy 载体 《Promega)， 用 热 击 法 转化 入 大 肠 杆菌 DHSa 感受 态 细 胞 ， 在 含 
A SUR TEBE-IPTC-X-gal 的 soc 琼脂 平板 上 挑选 白色 的 阳性 菌落 。 用 碱 裂 解法 2 提取 质粒 
DNA， 并 用 EcoRI WEISE. 
1.7 PCR 产物 测序 

把 含有 目的 片段 的 重组 大 肠 杆 菌 送 至 宝生 物 工程 《大 连 》 有限 公司 测序 。 
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2 结果 


21 BB XE FX X S, mariner 片段 的 扩 增 、 克 隆 和 鉴定 

АНЫҚ. ж Ка DNA 为 模板 ， 以 MARI24F 和 MAR276R 为 上 、 下 游 引 物 ， 通 
过 PCR 反应 可 以 扩 增 出 约 500 bp 大 小 的 特异 性 片段 《图 1: A)。 回 收 PCR 得 到 的 500 bp 的 
DNA 片段 ， 克 隆 进 T Fasy 质粒 载体 ， 用 EcoR | 酶 切 ， 上 面 的 条 带 为 质粒 DNA， 下 面 的 条 带 
为 插入 片段 《图 1: B)。 从 图 I《B) 可 看 出 ，EcoR | 酶 切 后 得 到 的 片段 大 小 约 为 S00 bp， 表 
明 克 隆 成 功 ， 可 进行 下 一 步 测序 。 
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Ші ЕН EEUU KEA mariner 转 座 子 的 PCR 扩 增 CAD. 和 克隆 (В) 

Fig. 1 PCR amplification СА) and cloning СВ) of mariner transposable element of 5. furcifera and E. striatellus 
а. 标准 分 子 量 对 照 mqlecular weight marker: b. А KE mariner 转 座 子 的 PCR 产物 PCR product of mariner 
transposable element of S. fureifera: с. Ж Қ, mariner 转 座 子 的 PCR 产物 PCR product of mariner 
transposable element of L. өтішеіш: d. 白 背 飞 避 mariner 转 座 子 的 克隆 cloning of mariner 
transposable element of 5. furcifera: e. Jk Қ, mariner 转 座 子 的 克隆 cloning of 


mariner transposable element of L. striatelus 


22 BB XA. AIKA. ЕНЕТІН mariner A ERF 5]. AARRE 5] [s] ЕЕЕ 

МАКА. RKA 490 bp 的 PCR 产物 的 测序 结果 与 毛里 塔 尼 亚 果 晶 的 mariner IF 71^! 48 
比较 《图 2: A)， 并 根据 已 知 的 毛里 塔 尼 亚 果 晶 氨基 酸 序 列 将 白 背 改天 和 灰 飞 到 的 核 背 酸 序 
列 转换 为 氨基 酸 序列 《图 2: B)。 从 图 2《A) 和 图 2《B) КЕНЕН, AE KAMAR KA 
的 核 背 酸 序 列 与 毛里 塔 尼 亚 果 晶 具 有 非常 高 的 同 源 性 ， 均 高 达 71.3%， 比 金星 柠 叶 械 大盘 蛾 
《与 毛里 塔 尼 亚 果 蝇 同 源 性 为 48 和 ) 和 家 得 《与 毛里 塔 尼 亚 果 蝇 同 源 性 为 34%) 的 mariner F 
列 具 有 更 高 的 同 源 性 。 转 换 后 的 氨基 酸 序列 同 源 性 也 很 高 ， 分 别 达 60.5% 40 7296. МАЈ 
ЖШ, НЕ KAMAR KARETE mariner 转 座 子 。 
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TGGGT TCCGCATGAGCTAACTGAGAGACAGATGGAAAACCOAAAAACCACCTGTGAAATTTTGCCTCAAA 
TUCGTGCCGCACGAACTAACTGAGAGACAGATGGTAAACCGACAAACAACCTGTGAAATTTTGCTTCAAA 
'TGGGTGCCACATGAGTTGARCGAGAGGCAGATGGACACGUGCAAAAACACATGCGAAATTTTGCTTTCAC 
六 六 六 六 六 ЖЖ Жж ЖЖ ЖОЖ ekok sebok ok дон ЖЖЖ жш ЖЖ Жожо 水 o 





CACACCAGAAAAAATCAGCTTTGCATCGAACTGTTACTGGUGATGAAAAATGGATTTATTTTAAGAA-CC 
aACACCAGAGAAAATCAGETTTCCATCGAATTGTTACTGGCGATGAAAAATGGATTCATTTTGAGAATCC 
GATACAAAAGCAAGTCC TTITGCATCCTATCGTTACTOGAGATGAAAAATGGATCTTTTTTGTTAATCC 
ЖЖ жж Ж ж жж жж ЖЖЖ ck | жесе ЭО ЕЕЕ Ж Жжжж жж жж 
TAAACGTACAAGATCCTOGUTTAATOCGGGACAACCATCAACATCGACTGCAAAACCAGATCGATTCGGC 
TAAACGTAGAAGATCATGGGOZTAATCCGGGACAACCATCAACATCGACTGCAAAACCAGATCAATTCGGC 
TAAACGTAAAAAGTCATACGTTGATCCTGGACAACCOGCCACATCGACTGCTCGACCGAATCGCTTTGGC 
жже ЖЖ Жж Ж Жж Жж ево Ж ЖОООК ok ЖАК жж жжж 


XAGAAGGCAATGCTCTGCGTTTGGTGGGACCAGAAAGGTGTAGTGTATCATGAGCTTCTAAAACCTAGTG 
AAGAAGGCAATGCTCTGTGT "TGGTGGGACCACAAAGOC TGTACTGCATCATGAGCTTCTCAARCCTAGTG 
AAGAAGACGATGCTCTGTGTTTGGTGUCATCAGAGCCOGTGTCATFPTACTATGAGCTCTTGAAACCCGCCG 
д ck Жосе ЖЖЖЖ ЖЖ Ж Ж celelekelelok Ж ӘӘК жж 


AC CGGTTAATACTATTICGCTACAAACAACAAATGATCAATTTCAATCATGCGT-AATCGAAAAACGACC 
AAACGOTTAATACTATTCGCTACAAACAACAAATGATCAAT7TGCATCATGCGTTGATUGAA3AACGACCU 
AAACGGTGAATACGGCACGCTACCAACAACAATTCATCAATFETGAACCGTGCGCTTCAGAGAAAACGACC 
o жис ЖЖ ЖЖЖ eooo мж ck Ж ЖЖ xekkeiorotetek 


AGAATGOGCCAAAAGACACGGAAAAGTCATTTTGTTACACGACAATGCACCTGCACACAAAGCGAAACCG 
AGAATGGCCCAGAGCACAT-—-AAAACTCATTTIGTTACACGACAATGCACCTGCACACAAAGCGAAACCG 
SGAATATCAAAAAAGACAACACAGGCTCATTTTTCTCCATGACAACGCTCCATCACATACGGCAAGAGCG 
六 六 六 六 Жж жжж Ж 六 六 六 六 六 六 冰冻 k жж okok жж ЖЖ жж Ж же жж ж 


OTECAGGATACAATTAAAACACTOGOUTGGGAGCTGCTACCCCACCOGOCG TACTCCGCAGACTTCGCTCC 
CITCAGGATACAATTAAAACACTTGGCTGGGAGCTGCTACCCCACCCGCCGTATACTCCAGACCTCGCCCC 
GTTCGCGACACG CTGCAAACACTCAATTGGGAAGTGCTTCCGCATGOGGCTTACTCACCAGACCTGGCCCC 
skk жж ЖЖ ж ЖӘ hebk но Жж ЖЖ жж ck ЖЖ Ж жоо жж ж 
(А) 
ЖҮРНЕ ТЕРОМЕХЕКТТС>ТІРЕКЕОККӨСІ.НЕТҮТСрЕКИТАҒККРККЕКСЖҰМРООР5Т5ТАКРОКЕО 
WVPHELTERQMVNRQTTCE | LLQRHQRKS VLHRJ V TGDEXWTHEFENPKRRRCWINPGQPSTSTARPDQD'G 
WVPHIELNERGMERRKN ICE LLLSRYKRKSELIR V TGDERWIFFVNPKRKKCYVDPGQPA TSTARPNREG 
дою ЖЖЖ Ж жож жолоно ҳојк ж жор Ж ж ЖО Хож Ж жж 








Жж 4 


KAKAMLCVWIWDQKGYY YLELLKPSETVNTIRYKQQS NLNHAL 1 ЕКЕРЕЖАКЕНСКУ [LLADNAPAHKARP 
KKAMLCVWWDQEGVVEHELLKPSETVNT [ RYKQQOMINLIEIAL IEÉRRPEWARATIGRY TLLIDNAPAHKAKP 
KKTMLCVWWDQSGVTYYEL LK?GETVNTARYXQQI TNLNRALQRXRPEYEKRQHRY IFLIDNAPSHTARA 
"ek gokke жж Жж ЖЕЖ cbeoyobek ЖЖЖ Жж ЖАК Жж kekk ж ж 


VODTIKTLGWELLPIUPPYSPDFA? 
VODTTKTLOWELLPHPPYTPDIAP 
v SDTKETLNWEVLPHAAYSPDLAP 
мо жж Жж ЖЖ ЖӨЖ Ж жж жж 


(B) 
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白 背 飞 乱 、 灰 飞 乔 、 毛 里 塔 尼 亚 果 蝇 部 分 mariner ETER СА) MAER (B) 序列 


2 Nucleotide СА) and amino acid СВ) sequence of S. fureifera: L. striatellus and D. mauritania 
х 表示 3 种 昆虫 均 相同 的 碱 基 或 氨基 酸 ， 下 划 线 示 PCR 引物 


the same nucleotide and amino acids are denoted with ^ * 


", and the primers for PCR are underlined 
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з 讨论 


Еау, ЖІ ЕЕ SEXE EIER ИН 007, RE Е PARNAH. IX 
要 是 因为 转基因 昆虫 在 技术 和 管理 策略 上 的 难度 要 比 转基因 植物 和 其 它 转基因 动物 大 25。 除 
转基因 果 刚 引 获 得 成 功 外 ， 其 它 昆 忠 的 转基因 工作 多 数 还 在 做 上 游 工 作 ， 这 其 中 的 关键 之 一 
是 要 选择 能 适用 于 不 同 种 昆虫 的 转 座 子 。mariner 转 座 子 在 昆虫 中 分 布 广泛 ， 同 源 性 高 ， 且 全 
基因 序列 很 短 ， 仅 1 300 bp， 不 仅 可 以 在 前 后 代 间 遗传 ， 而 且 可 以 在 不 同 种 的 昆虫 中 水 平 转 
移 ， 是 一 种 非常 适合 的 转基因 载体 。 昆 虫 转基因 研究 表明 ， 果 晶 热 休克 基因 启动 子 hsp70 可 
有 效 地 调控 多 种 昆虫 基因 的 表达 ， 广 泛 应 用 于 转基因 果 蝇 和 转基因 昆虫 细胞 系 。 我 们 可 将 一 
些 对 昆虫 有 害 的 基因 ， 如 毒素 蛋白 基因 、 激 素 基 因 等 插入 转 座 子 转 座 酶 位 点 ， 体 外 连接 hsp70 
等 启动 子 ， 从 而 构建 一 种 复合 转 座 单 元 《transposons with armed cassettes)， 通 过 显 微 注射 等 方 
法 注射 入 受 体 昆虫 星期 胚胎 细胞 中 ， 或 连接 到 核 型 多 角 体 病毒 的 DNA 中 ， 通 过 核 型 多 角 体 病 
毒 感染 昆 和 号， 利用 转 座 子 的 转 座 功 能 ， 使 外 源 有 害 基因 整合 入 受 体 昆 虫 ， 得 到 转基因 昆虫 ， 
从 遗传 学 角度 来 防治 害虫 。 另 有 研究 表明 ， 昆 虫 翅 型 多 态 现象 是 受 肌 动 息 白 基因 控制 的 35 。 
我 们 也 可 以 将 控制 昆虫 得 怒 型 分 化 的 肌 动 蛋白 基因 插入 mariner 转 座 酶 位 点 ， 组 建 转基因 屁 
虫 ， 使 经 遗传 改造 的 昆虫 均 表达 短 旋 型 基因 而 不 能 迁 飞 。 这 样 ， 一 方面 可 使 昆虫 不 能 迁移 至 
合适 的 越冬 场所 而 死亡 ; 另 一 方面 也 便于 虫 源 地 集中 防治 ， 减 少 迁 入 地 虫 量 。 当 然 ， 做 到 这 
一 步 还 需要 很 多 的 工作 ， 但 确实 具有 非常 广阔 的 应 用 前 景 。 

另外 ， 作 者 近期 的 研究 还 表明 ，mariner 转 座 子 是 一 种 活跃 的 转 座 子 ， 这 对 于 其 携带 的 外 
源 基因 的 表达 是 必需 的 。 这 一 工作 及 其 全 基因 序列 的 获得 正在 进行 中 。 
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The mariner transposable element of Sogatella furcifera 
and Laodelphax striatellus 


HUANG Li-hua: DU Jian-guang:. CHENG Xia-nian,; HONG Xiao-yue 
(Department of Entomology» Nanjing Agricultural University: Nanjing 210095» China) 


Abstract: About 500 bp DNA fragment is amplified by PCR with the degenerated primers designed ac- 


cording to the mariner sequence of Drosophila mauritiana» the genomic DNA of either Sogatella furcifera 


or Laodelphax striatellus as the template. Sequence analysis shows that the fragment similarity of both the 
DNA to that of D. mauritiana is 71.3%, and the similarity of the amino acid is 69.5% and 7296 re- 


spectively. This indicates that the mariner element may exist in S. furcifera and L. striatellus . 


Key words: mariner; transposable element: Sogatella furcifera; Laodelphax striatellus 


